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 １ 論文題目（英文の場合は，和訳を付記すること） 
 有害微生物の DNA レベルでの検出を目的とした高感度デバイスの構築に関する研究                      
                                        
                                        
 
 ２ 要  旨（和文 2,000 字程度又は英文 800 語程度にまとめること。） 
 我が国の食中毒の発生件数は、1998 年の 3010 件をピークとして、年間 1000 件まで
減少しているが、菌種別に分析すると、少量の汚染で発症する食中毒菌が原因となる食
中毒については、発生件数は減少していない。少数で発症する食中毒をいかに制御する
かが現在の大きな課題であり、有害微生物検出技術の迅速化と高感度化が求められてい
る。本研究では、有害微生物の DNA レベルでの検出を目的とし、サーマルサイクラによ
るターゲット DNA の増幅を行わず、検出対象微生物由来のゲノム DNA を電気化学的に
検出する方法を構築した。また、バイオセンサ用酵素電極の高感度化を検討するため、
電極材料として優れた性状をもつカーボンナノチューブ上に酵素を固定し、高効率の酵
素電極系を構築し、高感度化を検討した。                                        
 DNA の高感度検出のために、2 種類のタイプのナノ粒子修飾プローブを用いた、高感
度の選択的 DNA センシングシステムを構築した。対象とする検体を MRSA（メチシリ
ン耐性黄色ブドウ球菌）とし、MRSA に特異的な mecA 配列を検出するプローブを 2 種
設計した。プローブ I は、B/F 分離目的のため MNP（磁性ナノ粒子）により修飾し、も
う一方のプローブ II は電気化学測定のためにフェロセン誘導体及び AuNP（金ナノ粒子）
で修飾した。フェロセンの検出系は、dye-linked L-proline dehydrogenase（L-proDH）
およびその基質である L-proline を加えた系で、フェロセンの酸化電流が増幅することを
サイクリックボルタンメトリにより確認した。                                        
 MRSA 菌体から DNA を抽出し、熱処理により一本鎖 DNA にした後、2 種類の修飾プ
ローブと反応させることで、MRSA 由来の mecA 配列を含む DNA、MNP 修飾プロー 
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ブ I、AuNP 修飾プローブ II がハイブリダイズした複合体を形成させた。この複合体を
磁気分離法により回収し、電極に滴下した後、L-proDH 及び L-proline をさらに滴下した
直後に急激な電流増加を認めた。電流値の変化は、MRSA 由来の DNA 濃度と線形の関
係を示し、サーマルサイクラによる増幅なしで 10 pM の MRSA のゲノム DNA を直接検
出できることが示された。出力は 0-166 pM の範囲で線形の相関があり、定量性を認め
た。また、MRSA 以外の黄色ブドウ球菌を用いた場合、電流増幅は確認されず、本測定
系が MRSA に対して特異的に検出できることが分かった。                                         
 カーボンナノチューブを用いた酵素電極の高感度化の検討では、高効率な電子移動を
目的とし、カーボンナノチューブ表面で、配向性を揃えた固定を行うバイオインターフ
ェースの構築を行った。高い疎水性の性質を持つカーボンナノチューブは親水化する必
要があるため、CNT と 3 mM pyrene (NHS)を、水槽式の超音波装置で 3 時間処理し、
CNT/pyrene(NHS)複合体を得た。この複合体に酵素を担持させるため、遺伝子組み換え
により酵素の N 末端に発現させた his-tag と Ni2+の親和力を利用した。CNT 表面で
Ni2+-NTA 複合体を形成するため、親水化した CNT/pyrene(NHS)CNT を、
NTA(Nitrilotriacetic acid)リンカーで修飾した。AB-NTA(10 mM)を 1 ml の CNT 懸濁
液に添加し、室温で 2 時間インキュベーション後、50 mM NiCl2を加えさらに 30 m イ
ンキュベーションした（CNT/pyrene(NHS)AB-NTA）。                                        
 酵素は優れた耐熱性、pH 安定性、長期にわたる安定性が特徴である GDH および McoP
を選択した。酵素をカーボンナノチューブ上に固定するため、N 末端に Ni2+と結合力を
有する his-tag を持つ酵素を、遺伝子組み換えにより Escherichia coli で発現させた。
His-tag と Ni2+の親和性により、酵素は、CNT に対して同一の配向性を持って配置され、
酵素の活性部位が電解質溶液側へ向けた状態で固定した。                
 CNT/pyrene(NHS)AB-NTA を酵素液（2.5 mg/ml）に加えて 5 m インキュベーション
を 行 い 、 CNT と 酵 素 の 複 合 体 、 CNT/pyrene(NHS)/Ni-NTA/PQQ-GDH 及 び
CNT/pyrene(NHS)/Ni-NTA/McoP を得た。これら複合体は、プラスチックカーボン電極
（PFCE）上に固定され、電気化学的な特性をサイクリックボルタンメトリにより評価し
た。配向固定された CNT-GDH 修飾電極上の GDH の酵素活性は、無配向固定電極に比
べ 7 倍の値を示し、CNT-McoP 修飾電極は、無配向固定電極に比べ約 2 倍の出力を示し、
his-tag を利用した配向固定の効果が確認できた。                  
                                                                                   
                                               
                                                                                   
                                                                                                                  
 
